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Ⅰ研 究の成果(1000字 程度)
(図表 も含 めて分か りやす く記入のこと)
(i)ベロ毒素 を吸着する糖鎖高分子 の合成
ラク トー スとガラク トー スを原料にして、グロボ三糖誘導体
を構築 した。グロボ三糖は、病原性大腸菌O-157が産生するベ
ロ毒素に特異的に吸着することが知 られている。アグリコン部
分には、二重結合を持つヘキセニルアル コールを導入 した。そ
の後、二重結合の修飾を行い、Fig.1に示すような重合性官能
基 をアグ リコンの末端に持つ 重合性グロボ3糖 誘導体(1)を合
成 した。また、中空糸材料に糖鎖高分子を固定化す る際、その
固定化 を確認するために重合性蛍光ラベル(2)を合成 し、さらに
固定化の反応点 となる重合性アミン(3)を合成 した。これ ら(1),
(2),(3)を用い、重合を行 うことで、糖鎖高分子を得た。
(ⅱ)中空糸への固定化法の確立
現在、固定化酵素やアフィにティークロマ トグラフイーなど
の発展に伴い、様々な固定化方法がある。その固定化法の中で、
①エポキシ基の導入による活性化を行い、固定化をする方法、
②カルボキシメチル基の導入による活性化を行い、固定化
する方法を用いることとした。水溶液中で行 え、透析器を
壊す ことなく行える反応条件を検討 した結果、カルボキシ
ルメチル基を導入することにより、効率的に糖鎖高分子の
固定化を行 えることが確認できた。Fig.2に示すよ うに、
糖鎖高分子が固定化され るとUVを 照射す ることで、蛍光
ラベルにより発光する。
(ⅲ)病原性粒子除去装置の評価
ベ ロ毒素を特異的に吸着する糖鎖高分子を固定化 した透
析器の評価を行った。ベロ毒素濃度が 4ƒÊg/mL の1％ BSA-PBS(-)熔液中を循環 させ、逐次サン
プ リングを行い、溶液の毒性評価を行った。毒性評価方法は、96-well に前培養 したべロ細胞に
対 し、サ ンプ リング溶液 を希釈 した もの を加 え、72時間培養 し、WST-8 Cell Counting Kit を
用いて、細胞の生存率を決定 した。その結果、糖鎖高分子を固定化 していない市販の透析器では、
毒素の吸着は、全く見られなかったが、糖鎖高分子を固定化した透析器では、ほぼ100%の細胞
の生存を確認でき、毒素が4万 分の1以上に希釈されていることが確認できた。故に、この病
原性粒子除去装置は、効率的に毒素を吸着 し、溶液中か ら毒素を除去できることが分かった。
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